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摘要 : 大 假 鼎 肌 神经 突 触 前 膜 上 存在 B 一 银 环 蛇毒 素 结 合 蛋 白 。 卢 肌 经 勾 浆 、 去 垢 剂 抽 提 、 离 子 交换 层 析 、 
植物 凝集 率 亲 和 层 析 及 镜 环 蛇毒 素 亲 和 层 析 ， 可 获得 纯化 的 8 一 镜 环 贮 毒 率 结合 蛋白 。 其 比 结合 活性 达 1 nmol/ 
mg 人 蛋白质。 整个 纯化 过 程 的 总 得 率 为 3% 。 纯 化 蛋白 制品 的 SDS 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 瀛 图 谱 显 示 ， 有 两 个 共 纯 化 


的 多 肘 链 ， 其 分 子 量 分 别 为 61 和 69 kD。 


关键 词 : B 一 银 
中 图 分 类 号 : Q959.6 


由 于 神经 细胞 质 膜 上 的 多 种 离子 通道 和 受 体 是 
神经 毒素 的 天 然 妓 物质 ， 所 以 神经 毒素 在 这 些 膜 蛋 
白 的 生理 功能 及 结构 性 质 研 究 中 已 成 为 十 分 有 用 的 
工具 。 从 各 种 蛇毒 分 离 的 神经 毒素 可 分 为 在 突 触 后 
选择 地 阻 过 神经 肌肉 接头 传递 的 a 型 毒素 以 及 突 触 
前 抑制 递 质 释 放 的 有 型 毒素 两 类 。 

a 一 银 环 蛇 神 经 毒素 作为 一 种 突 触 后 毒素 在 
nACh 受 体 的 发 现 、 鉴 定 、 分 离 及 结构 功能 研究 中 
所 起 的 关键 性 必用 是 众所周知 的 。 但 是 ， 突 触 前 过 
程 及 有 关 通 道 、 受 体 的 研究 鉴定 工作 ， 除 了 神经 胞 
吐 作 用 ， 总 体 上 进展 有 限 。 缺 乏 合 适 的 探 针 是 造成 
这 种 状况 的 原因 之 一 。 

90 年 代 初 国际 上 已 有 研究 者 从 鸡 脑 突 触 体 鉴 
定 并 初步 纯化 了 突 触 前 神经 毒素 .BR- 银 环 蛇毒 素 
(有 -BuTX) 的 结合 蛋白 ( 比 结合 活性 约 10 pmol/img， 
Schmidt 等 ,1988) ,并 根据 两 种 已 知 的 K* 通道 配 体 
(dendrotoxin 和 MCD peptide) 对 其 结合 作用 的 抑制 
及 有 关 电 生理 资料 推定 ,该 结合 蛋白 也 是 一 种 K! 
通道 (Dreyer 等 ,1987; Stansfeld 等 ,1987)。 我 们 则 
从 甩 肌 鉴定 并 初步 纯化 了 B-BuTX 结合 蛋白 。 甩 肌 
膜 组 分 的 去 垢 剂 抽 提 液 经 DEAE 离子 交换 层 析 和 
凝集 素 亲 和 层 析 处 理 ,结合 蛋白 制品 的 比 结合 活性 
达到 100 pmol/mg( 沈 国光 等 ,1995b)。 结 合 实验 数 
据 的 Scatchard 分 析 表 明 ,结合 蛋白 与 BBuTX 必用 
的 平衡 解 离 常数 Ko 值 为 4.9x 107"? molL。 最 近 ， 
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我 们 通过 进一步 的 亲 和 层 析 分 离 , 即 B-BuTX 亲 和 
屋 析 和 WGA 亲 和 层 析 ,使 蛋白 制品 已 近 完 全 纯化 。 
本 文 报告 了 有 关 的 工作 。 


1 材料 与 方法 


1.1 大 鼠 脑 肌 膜 组 分 的 制备 

方法 基本 上 按 沈 国 光 等 ,(1995a) 所 述 进 行 。 将 
15 只 S.D. 大 鼠 ( 体 重 约 250 g) 断 头 处 死 ,迅速 剖 用 
取出 肠 肌 ,在 冰 浴 上 剪 去 中 央 腿 和 附带 的 脂肪 , 切 
碎 , 移 人 45 mL 缓冲 液 A(20 mmol/L K - Hepes 
pH?.4,60 mmol/L KOCl, 1 mmol/L PMSF., 0.01% 
NaN3) ,在 六 说 中 用 Polytron 粉碎 器 匀 浆 , 打 3 次 ， 
每 次 1 min。 义 浆液 经 细 尼 龙 网 过 滤 除 去 结缔 组 织 。 
然后 以 平均 离心 力 17 000 x g, 高 速 离心 30 min。 
弃 去 上 清 液 ,离心 沉淀 呈 灰 白色 ,用 特 气 隆 -玻璃 勾 
浆 占 将 其 分 散 重新 晤 浮 于 28 mL 缓冲 液 A 中 。 此 
重 蕉 液 即 肠 肌 膜 组 分 的 粗 制 品 ,用 于 下 一 步 的 膜 蛋 
白质 抽 提 。 整 个 实验 过 程 , 除 特别 注 明 外 , 均 在 4 
下 进行 。 
1.2 膜 蛋白 的 增 溶 抽 提 

用 浓 KClI 溶液 和 20% 的 Triton X- 100 把 上 述 
甩 肌 膜 莫 液 中 这 两 种 成 分 的 浓度 分 别 调 至 0.4 mol/ 
L 和 1.5%, 在 4 人 C 下 缓 缓 搅拌 3h, 进 行 抽 提 。 而 后 
加 两 倍 体积 的 缓冲 液 B(20 mmol/L K - Hepes 
pH7.4;1 mmol/L PMSF;0.01% NaN;:0.5% Tri- 


基金 项 目 ;“ 八 五 ”国家 攀登 计划 “ 脑 功能 及 其 细胞 和 分 子 基础 ”项 目 基 金 资 助 


0000 http:/www.cqvip.com 


178 动 物 学 研究 21 卷 


ton X 一 100;0.125% 大 豆 磷脂 及 适量 的 蛋白 酶 拙 制 
剂 ) 稀 释 , 再 以 47 000 x g 高 速 离心 1 h。 取 上 清 液 ， 
即 去 垢 剂 增 溶 的 膜 蛋 白 抽 提 液 。 本 实验 用 Folin- 
Lowry 方法 测定 蛋白 质 浓 度 , 以 牛 血清 白 蛋 白 为 标 
准 。 
1.3 PB 一 银 环 蛇 神 经 毒素 亲 和 层 析 胶 的 制备 

银 环 蛇毒 素 与 CNBr 活化 的 Sepharose 4B 的 偶 
联 和 采用 生产 商 (Pharnnacia 公司 ) 提 供 的 方法 进行 。 
CNBr-Sepharose 4B 2 g 用 1 mmolZL HCI 进行 溶 胀 ， 
洗涤 ,而 后 在 偶 联 缓冲 液 (0.1 molL NaHCOC3 
pH8.3,0.5 mol/L NaCl) 中 与 5 mg 银 环 蛇毒 素 室温 
下 进行 偶 联 反应 2 h, 再 用 1 mol/L 乙醇 胺 阻 断 游离 
的 活性 基 团 ,然后 用 偶 联 缓冲 液 和 醋酸 缓冲 液 (0.1 
molL Na-AcOH pH4,0.5 molXL NaCl) 轮流 洗 沪 ， 
最 后 在 缓冲 液 C( 缓冲 液 A 中 含 1 mmolyL CaCh ,5 
mmol/L MnCl ,0.5% Triton X- 100 和 0.125% 大 
豆 磁 脂 ) 中 平衡 备用 。 
1.4 PB~- 银 环 蛇 神经 毒素 结合 蛋白 的 纯化 

将 膜 蛋 白 抽 提 液 用 缓冲 液 B 再 稀释 一 倍 ,使 其 
KCl 浓度 低 于 67 mmol/L, 上 DEAE Sepharose CL 
6B 离子 交换 层 析 柱 {(1 cm x 20 cm) ,循环 过 夜 ,流速 
为 35 mLAh。 尾 析 柱 事先 经 缓冲 液 C 平 衡 。 上 样 后 
以 100 mL 缓冲 液 C 洗涤 柱 , 再 用 含 100 mmeolZL 
KRCI 的 缓冲 液 C 进行 洗 脱 ,流速 14 mLeh。 分 部 收 
集 洗 脱 液 ,合并 活性 峰 。 

小 扁豆 凝集 素 {lentil lectin) Sepharose 4B 亲 和 
层 析 凝 胶 2 mL 经 缓冲 液 C 平衡 后 ,与 上 述 离子 交 
换 层 析 洗 脱 液 题 倒 混合 过 夜 , 装 柱 后 用 40 mL 缓冲 
液 C 洗 次 。 再 用 缓冲 液 C 配制 的 0.3 moelzL 甲 基 甘 
名 糖苷 溶液 洗 脱 结合 蛋白 ,流速 1 mL 小 ,收集 活性 
峰 。 

小 扁豆 凝集 素 亲 和 柱 洗 脱 液 上 银 环 蛇毒 素 亲 和 
层 析 柱 {1 mL) ,流速 10 mLAh ,循环 过 夜 。 而 后 依次 
用 缓冲 液 C 和 含 0.1imolZL KCI 的 缓冲 液 C 洗 次 蛇 
毒 亲 和 柱 ,再 用 含 0.5 molZL KCl 的 缓冲 液 C 洗 脱 
结合 蛋白 。 该 洗 脱 液 直 接 上 经 缓冲 液 C 平衡 的 麦 
胚 凝 集 素 亲 和 柱 (wheat germ lectin sepharose 6MB)， 
流速 2mLAh ,循环 数 次 。 然 后 用 缓冲 液 C 洗涤 亲 和 
柱 ,再 用 含 0.ltmol“L N 一 乙酰 基 苟 萄 糖 胺 的 缓冲 液 
C 进行 洗 脱 ,流速 0,5 mLzAh。 
1.5 同位素”1 标 记 银 环 蛇 神 经 毒素 

采用 氰 胺 工法 标记 毒素 (Greenwood, 1963)。 
反应 在 pH7.5 的 磷酸 钠 缓冲 液 中 进行 ,总 体积 200 


pL, 含 8B- BuTX 50~200 prg,Nal5I 37 一 185 MBq， 
加 入 毛 胺 工 100~200 pg 后 ,反应 1.5 min。 以 600 
ug 偏重 亚硫酸钠 终止 反应 。 并 加 入 载体 KI 20 mg。 
反应 混合 液 上 Sephadex G15 层 析 柱 (1 cm X 20 cm) 
分 离 毒素 和 游离 的 5I -25I-B- BuTX 的 比 放射 
活性 为 180 一 950 MBg/mg 毒素 蛋白。 
1.6 及 肌 银 环 蛇毒 素 结合 蛋白 结合 活性 的 测定 

将 前 节 中 抽 提 及 层 析 分 离 各 步 的 蛋白 溶液 100 
一 20 LL 分别 与 51 -8- BuTX( 浓 度 为 Snmol[L) 在 
室温 下 钥 育 25 min 进行 结合 反应 。 反 应 介质 为 含 
有 1 mmolL CacCl ,5 mmolL MnCl ,0.1% 牛 血清 
白 蛋 白 的 缓冲 液 A, 总 体积 为 200 nL。 上 述 反 应 液 
中 含有 或 不 含 相当 于 标记 毒素 浓度 100 倍 的 过 量 冷 
毒素 ,分 别 测定 标记 毒素 与 分 离 各 步 蛋 白 溶液 的 非 
特异 性 结合 量 及 总 结合 量 。 反 应 后 将 反应 液 置 于 订 
浴 中 ,如 人 100 pL 饱和 硫酸 铵 深 液 沉淀 蛋白 。 经 玻 
璃 纤维 滤 膜 Whatman GF/C( 直 径 25 mm) 抽 滤 , 再 
以 2x5 mL 25% 硫 酸 铵 溶液 洗 桨 滤 膜 ,将 其 置 Y 计 
数 器 中 测定 放射 性 计数 。 
1.7 材料 与 试剂 

实验 用 S.D. 大 自由 中 国 科学 院 上 海 实 验 动物 
中 心 提供 。 同 位 素 Nal25T 系 英国 Amersham 公司 产 
品 (编号 IMS 30) ,放射 性 浓度 3.7x 100 Bq/mL。 层 
析 胶 DEAEF Sepharose CL 4B ,Lentil Lectin Sepharose 
4B .CNBr-activated Sepharose 4B 和 Wheat germ Lectin 
Sepharose 6MB 等 购 于 Pharmacia 公司 。 玻 璃 纤维 
滤 膜 GF/C 是 Whatman 公司 产品 。 PB 一 银 环 蛇 神经 
毒素 、Hepes 及 几 种 蛋白 酶 抑制 剂 响 于 Sigma 公司 。 
其 他 各 种 试剂 缘 为 国产 分 析 纯 或 保证 试剂 。 


2 结果 与 讨论 


2.1 PB-BuTX 结合 蛋白 的 纯化 步 又 

我 们 以 前 曾 做 过 大 鼠 甩 肌 B 一 BuTX 结合 蛋白 
初步 纯化 的 尝试 〈 沈 国光 ，1995a)。 本 实验 是 在 这 
一 基础 上 探索 进行 的 。 膜 蛋白 的 去 垢 剂 增 沙 抽 提 采 
纳 Betz 实验 室 从 小 鸡 脑 分 离 B- BuTX 结合 蛋白 所 
用 的 高 K 离子 浓度 (0.4 mol/L) 的 条 件 ， 在 不 降 
低 原 及 肌 膜 悬 液 的 比 结 合 活性 的 前 提 下 ， 抽 提 效 率 
可 大 于 70%。 

膜 蛋 白 抽 提 液 的 初步 纯化 依旧 采取 DEAE 阴 
离子 交换 层 析 和 小 扁豆 凝集 素 亲 和 层 析 这 两 步 。 第 
1 步 离子 交换 层 析 不 仅 压 缩 了 原 抽 提 液 的 体积 ， 有 
利于 后 面 的 操作 ， 而 且 洗 脱 液 的 比 结合 活性 提高 了 
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一 个 数量 级 。 小 扁豆 凝集 素 亲 和 层 析 洗 脱 液 的 比 结 
合 活性 则 在 此 基础 上 又 进一步 提高 了 近 20 倍 。 这 
样 ， 本 实验 初步 纯化 产物 的 比 活 已 高 于 文献 报道 的 
从 小 鸡 脑 分 离 B - BuTX 结合 蛋白 的 最 终 产 物 的 比 
活 约 一 个 数量 级 (Schmidt 等 ，1988)。 

银 环 蛇 毒素 亲 和 层 析 是 进一步 纯化 工作 的 关 
键 ， 我 们 用 高 离子 强度 的 条 件 洗 脱 结合 蛋白 。 但 为 
了 测定 洗 脱 液 的 活性 ， 必 先 将 其 经 透析 脱盐 。 这 一 
步 层 析 洗 脱 液 的 比 结合 活性 接近 500 pmol/mg 蛋白 ， 
比 上 一 步 又 提高 了 近 5 倍 。 但 由 于 和 蛋白 总 量 大 幅 下 
降 ， 得 率 也 进一步 降低 至 10 和 以 下 。 

最 后 我 们 采用 了 麦 胚 凝集 素 亲 和 层 析 ， 前 一 步 
的 洗 脱 液 不 用 透析 直接 上 柱 ， 不 仅 起 到 了 脱盐 的 作 
用 ,还 使 纯化 产物 的 比 活性 又 提高 了 约 一 售 ， 达 到 
1 nmol/mg 蛋白 的 水 平 。 此 时 的 总 结合 活性 得 率 仅 


3 名 左右 。 
2.2 产物 的 纯度 分 析 

大 鼠 甩 肌 8B- BuTX 结合 蛋白 分 离 过 程 的 各 步 
产物 的 纯度 分 析 ， 主 要 依据 对 它们 比 结合 活性 的 测 
定 。 在 分 离 的 最 初 几 步 ， 我 们 依据 组 织 匀 浆 、 增 溶 
抽 提 小 及 层 析 洗 脱 液 与 节 I-B- BuTX 的 饱和 结合 
实验 数据 ， 用 Scatchard 方法 分 析 其 最 大 结合 
计算 其 比 结合 活性 。 但 分 离 的 最 后 两 步 亲 和 层 析 的 
产物 ， 由 于 累计 得 率 很 低 ， 和 蛋白 量 仅 微克 级 ， 给 测 
定 工作 带 来 一 定 的 困难 。 在 估计 产物 的 比 结合 活性 
时 ， 我们 只 测定 了 接近 饱和 值 的 一 个 点 。 根据 以 前 
的 饱和 结合 实验 数据 推断 ， 确 定 了 在 同位 素 标 记 毒 
素 的 浓度 为 5 nmol/L 时， 测定 其 结合 量 (此 点 的 结 
合 量 约 为 饱和 值 的 60% 左 右 )。 表 1 概括 了 整个 纯 
化 过 程 各 步 的 有 关 数 据 。 


开 1 大 眼 硫 肌 站 - 银 环 蛇 神 经 毒素 结合 蛋白 的 纯化 
Table 1 Parification of rat diaphregm P-BuTX-binding protein 


纯化 步骤 《purification step》 





吗 肌 膜 制 音 物 《membrane preparation}》 

增 溶 抽 提 液 (detergent extract) 

DEAE 离子 交换 层 析 洗 脱 滚 【DEAF sepharose eluate) 
Lenlil Lectin 层 析 洗 脱 液 (lentil lectin sepharose eluale) 
B- BuTX 亲 和 层 析 洗 脱 液 ‘BuTX affinity eolurm eluate) 
WOCL 亲 和 层 析 洗 脱 液 《WGL sepharoee eluale) 


表 中 数据 系 3 次 实验 的 平均 什 《the dala are the means of lhree experiments) ， 


假定 此 结合 蛋白 【可 能 包含 多 个 亚 基 ) 的 分 子 
量 大 约 400 kD， 那么 纯 蛋 白 的 理想 比 结合 活性 应 该 
是 2.5 nmol/mg 蛋白 。 按 上 表 中 所 列 最 终 纯化 产物 
的 比 结合 活性 (1 nmol/mg) 推算 其 饱和 结合 量 约 为 
1.7 nmolmg， 再 考虑 到 产物 中 还 可 能 存在 一 些 已 失 
去 结合 活性 的 蛋白 ， 可 以 认为 最 终 产物 的 纯度 已 接 
近期 望 值 。 
2.3 ”纯化 的 结合 蛋白 前 电泳 分 析 

纯化 的 B- 银 环 蛇毒 素 结合 蛋白 制品 经 SDS 不 
连续 缓冲 液 系统 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电泳 (改进 的 
Laemmli 方法 ) ， 然 后 用 银 染 法 显 色 。 和 蛋白 电泳 凝 胶 
用 数码 相机 拍照 ， 并 经 数码 上 凝 胶 图 像 分 析 系 统 
(Tanon GIS - 120D) 处 理 。 图 1 即 为 该 毒素 结合 蛋 
白 的 最 终 纯化 产品 的 电泳 图 谱 数 码 相片 

电泳 图 谱 上 只 有 两 个 主要 条 带 ,， 它们 的 分 子 量 
分 别 为 61 和 69 kD， 而 其 他 杂 和 蛋白 在 银 染 的 条 件 下 
也 十 分 浅 淡 模糊 ， 这 表明 蛋白 纯度 已 较 高 ， 这 与 活 
性 测定 的 结果 是 一 致 的 。 现 在 尚 不 能 判断 这 两 个 分 
子 量 较 接 近 的 多 肽 是 否 为 共 纯化 的 两 个 相关 蛋白 或 


总 蛋白 量 / 总 结合 活性 A 上 比 结合 活性 + ”得 率 ” ”纯化 倍数 
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图 1 纯化 蛋白 质 制品 的 电泳 图 谱 
Fig.l Electrophoresis pattem of the purified preparahon 
of B-BuTX-binding protein 
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亚 基 ， 或 者 较 小 分 子 只 是 较 大 分 子 蛋白 降解 后 的 大 
片段。 

为 了 进一步 分 析 、 鉴 定 大 鼠 脐 肌 的 B- 银 环 蛇 
毒素 结合 蛋白 的 结构 和 功能 ， 我 们 希望 得 到 该 结合 
蛋白 的 部 分 氨基 酸 顺 序 ， 以 便 进 行 相关 的 分 子 生 物 
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学 工作 。 这 里 报告 的 蛋白 纯化 流程 可 为 氨基 酸 测序 
提供 合乎 纯度 要 求 的 蛋白 样品 。 但 由 于 得 率 其 低 ， 
要 获取 足够 量 的 蛋白 样品 ， 尚 需 较 大 工作 量 的 积 
累 。 我 们 目前 正在 进行 这 项 工作 。 
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PURIFICATION OF BB-BUNGAROTOXIN-BINDING PROTEIN 
FROM RAT DIAPHRAGM MUSCLE 


SHEN Guo-Guang XU Ke 


(Shangha Institue of Physio{fogy, the Chinese Academy of Sciences, Shanghat 


Abstract; B-Bungarotoxin-binding sites exist in the 
presynaptic membrane of rat phrenic nerve with a re- 
latively high density. The purified B-bungarotoxin- 
binding protein was obtained from rat diaphragm mus- 
cle by a few steps (including homogenization , deter- 
gent solubilizaton, ion exchange chromatography, 
lectin affinity chromatography and 及 bungarotoxin 
affinity chromatography} with a total yield of 3%. 
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The specific binding activity of the purified protein 
preparations was around 1 nmol/mg protein, The pat- 
tern of SDS discontinuous buffer system polyacry- 
larnide gel electrophoresis of the final protein prepara- 
tion showed that two peptides were co-purified and 


their molecular weights were 61 and 69 kD ,respective- 


ly. 


Key words: B-bungarotoxin-binding protein; Rat diaphragm; Protein purification 


